This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 



TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
FADED TEXT 
ILLEGIBLE TEXT 
SKEWED/SLANTED IMAGES 
COLORED PHOTOS 

BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 
GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 




As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



• ■ » ^ « — * • • \ • / 



2^75 



-2- . _ 



A61K9/12 7P v., w .„^ ;wunww: o 338 971 



Oftict europeen des brevets 



A1 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmttetnu/rwuf: 597301 03 J 
© AnrnttetUQ: 13.04.S9 



© ir.:. d.*: A 61 K 9/50 
A 61 K 47/00 



COG 



© Pnonut: 16.04.88 OS 3812816 

@ Wort tntficnungstag ser Anmeidung : 
28.10.89 Petontbiett 69/43 

@ Btnannte Vermgsttaeren: 

AT 8S CH 08 ES PR G8 Gfl ft U LU NL SB 



© AnmeWer: SCHEMING AKTIENGSSELLSCHAFT Berlin 
und Sergkamen 

Multerstraeee 170/178 Poetfech 65 03 11 
0*1000 Berlin 65 (OS) 

@ Erfinder: Lawacseck, RQdigor. Or. 
Bevechiegatrasse Be 
0*1000 Berlin 27 (DE) 



@ Verfehren air Hersteilung von Upoaomon und/oder biologtscher Zeilen, die InheJUetoffe eingeacMoaaen heeen. sowte 
deren Vefwendiing> 

@ Zur Inkorperanon. Addition und/odar Substitution von 
Substrain in Uposemen Oder Zeilen werden Inengaae. die mit 
stetgandem Oruck ru einer Vernwidervng der Upidordnung 
(Qhren. von ninreicnend honem Oaick im gaatfrmigen und/eeer 
verftuaaigten Zustand vemendot. Oie beladenen Liposomen 
Oder Zeilen stnd Us Pharmaiutniger geeignet 
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Beschreibung 

Verfahren zur Herstellung von Uposomen und/oder biologischer Zellen. die Inhaltsatofte eingeschlossentoben. 

* - - sowi« IJererrVerwtndung 



Oit Erfindung betriffi den in den Patentanspru- 
chen genannten Gegenstand, d.h. ein Verfahren zur 5 
Herstellung von Liposomen und/oder biologischer 
Zellen. die wahrend der Herstellung extern zuge- 
seme Subscanzen aufnehmen. In beiden Fallen 
erfolgt die Substanzaufnahme unter schonenden 
8edingungen. Die beladenen Liposomen und/oder w 
Zellen sind als zieigerichtete Pharmakatrager geeig- 
net. 

Liposomen sind aus Upidmolektilen. vorzugswei- 
se Phosphoiipiden. aufgebaut. Diese bilden im 
wissrigen Medium spontan Upiddoppeischichten 75 
aus. die geschlossen und lamellenartig angeordnet 
sind. Eine Oder mehrere Lamellen trennen das 
innere Kompanment von der auBeren Ldsung. Oie 
poiaren hydrophiien Kopfgruppen der Upide (z.8. 
Ethanolamin beim Cephaiin. Cholin beim Lecithin) 20 
zeigen zur Wasserphase hin, die unpolaren hydro- 
phoben Fettsaurereste sind ins innere der Uppid- 
doppeischicht gerichtet. Oie Ooppelschichten sind 
zwei Molekullagen Oder 4 bis 5 nm dick. Man 
unterscheidet die Liposomen nach ihrer GrdBe und 25 
AnzaW der Lamellen und spricht von Weinen. 
unilamellaren (small unilamellar vesicles (SUV)) mit 
Radian bis zu 100 nm, groSen unflameiUren (targe 
unilamelier vesicles (LUV)) mit Radian grdBer als 100 
nm sowie multilameOaren Uposoman (muttflameilar 30 
vesicles (MLV)). In wissrlger Phase lagarn sich 
Phosphollpide ohne Zutun zu multllamaflamn Upo- 
soman zusammen, bei danen zwiebelarttg mehrere 
Uppiddoppelschichten durch Waaserschfchten ge- 
trennt angeordnet sind. & 

Oie Ausbildung lamellar angeordneter Uptddop- 
pelschichten ist eine Polge der 8alanca phystkall- 
schar Krafte und aterischer Effekte. Oie Upiddoppel- 
schicht formt auch den Bildungsbiock der Plasma- 
membranen. die biologiscfte ZeUen umhullen und bei 40 
denan als zweiter Baustein Proteina in die Upidma- 
trix eingeiagert sind. 

Oie physikaliachen und physiologischen Eigen- 
schaften von Liposomen sind durch deren Upidzu- 
sammensetzung, GrdBe. Temperatur. pH, Art und 45 
Starke des Puffers. Herstellungsbedingungen. Hi- 
storie und Alter bestimmt Ola Verwandung' von 
Uposoman, die mit Arzneimitteln beladen wurden, 
hat in der Oiagnostik und Therapie grofles Interesse 
gefunden. Uposomen erdffnen als zieigerichtete 50 
Tnlger von Pharmaka neue Diagnose- und Therapie- 
forman (s. z.8. R. Uwaczeck -Uposoman als 
zieigerichtete Pharmakatrager". Oeutsche Apothe- 
ker Zeitung 127.. 1771-1773 (1987). MJ. Ostro 
•Uposomes". Sci. Am. 255. 90-99(1987)). Fur phar- 55 
mazeutiaehe Zwecke sind die Permeabifitat der 
Upidmembran und die StabiHtat der Uposomen von 
Interesse: physiologisch ist zudem die Fusogenitit 
und die Kinenk der Zeilaufnahme wtchtig. 

Aufgrund des breiten Interesses gibt es eine SO 
viaizanl von Verdffentlichungen. die sich mit der 
Physik. Chemie, Biologie. Herstellung und Verwen- 
dung von Uposomen befassen. Ein kurzlich erschie- 



nener Ubersichtsartikel mit pharmazeutischer Aus- 
richtung wurda von 0. Uchtanberg und Y, Barennoiz 
CUposomas: preparation, characterization, and 
preservation* in Methods of Biochemical Analysis 
Vol. 33. 337-462 (1988)) pubiiziart. Oie Verwendung 
von Zellen als Pharmakatrager wurde u.a. von C. 
Nicolau und Mitarbeitern beschrieoen ('Resealed 
red blood cells as a new blood transfusion product'. 
Bibithca haemat. 51. 82-91 (1985)). 

Zur Herstellung uni- und oligolamellarer sowie 
beladenar Uposomen wurden vefschiedene Strate- 
gien entwickalt (referiart bei Uchtenberg & Baren- 
holz). die schematisch klassifiziert wercen kdnnen 
als 1 . physikalische Zerschiagung durch Scherkrafte 
und 2. chemische Oesintegration durch •Helfermole- 
kule* der sich spontan bildendenden multilameilaren 
Uposomen. Oie Anwendung von Scherkraften ist 
beim Einschlu8 labiler Substanzen nicht geeignet. 
Helfermolekule stehen in Form von Oetergentien 
Oder organischer Ldsungsmittelmolekuie zur VerfO- 
gung. Mit deren Htlfe werden Nicht-Ocppelschicht- 
Aggregate der Upidmolekule (meist Mizeilen) aus- 
gebildet Das Entfemen der Helfermolekule fuhrt 
wieder zu dan sich spontan- bildenden liposomalen 
Ooppelschichten und zur gleichzeitigen Aumahme 
zugeaetzter Substanzen. Ola vollstandige Entfer- 
nung dar Detergenzmoiekule 1st oft schwiarig. 
zudem kann bal proteinhaJtigen EinachluBmolekulen 
eine ungewOnachte Oenaturierung hinderfich sain. 
Oie Aufnahme durch blologischa Zellen kann durch 
hypo-oamolares Aufcrechen (Lyse) der Zellen mit 
nachfclgender Einsteflung der Isotonie Oder durch 
elektrisch induzierte Poranbildung erreicht warden. 
Dabei warden extern vorhandene Substanzen auf- 
genommen und wahrend das Verschlleflens der 
Membran verkapseit Eine schonende Lyse unter 
isotonen. detergenz- und spannungsfreien Bedin- 
gungan ist bisher nicht bekannt Es besteht dem- 
nach ein Bedarf an einem Herstellungsverfahren fur 
inhartsstoffe-enthaitende Uposomen und/oder bio- 
togische Zellen, das die obengenannten Nachteile 
nicht aufweiat. Oiasa Aufgatsa wird durch dte 
voriiegende Erflndung gelost 

Es wurda nun gefunden, dafl etna liposomal 
und/oder zelluiare Aufnahme von Substanzen. vor- 
zugswetse Pharmaka fur therapeutische und diagno- 
stischa Zwecke. Qberraschenderweise auch durch 
die Anwendung gaattrmiger Helfermolekule erreicht 
warden kann. Olasas Verfahren waist nicht die 
Mangel der oben skizziartan Herstellungsverfahren 
auf. Bet diesem neuen Varfanran wird die waflnge 
Upid- odar Zallsuspension, die neben den Upiden 
Oder ZeUen die einzuschUeBende Substanz enthalt. 
erfindungsgemafi mit einem Gas versetzt. Es kom- 
men Gasa mit •detergenzahniichem Effekf mfrage. 
d.h. Gase, die im Gegensatz zum hydrostatischen 
Oruck die Ordnung der Upidmolekule mit steigen- 
dem Oruck emiedngen und/oder zu einer Soiubih- 
sierung der Membran fuhren. Es wird bei dam 
jeweils angewendetan Oruck die Einstellung des 
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trermccy^amiscnen G:a:C.-.gs*.*ic:::s ."nit car wafln- 
ger Ucti- ccer Ze::susrersJon acgewartet. Oie 
verwencirsn Case .xuastn chamiscn nmsicnnicn 
Car L'pict unc oer Wasserpr.ase inerr sem und nicnt 
wie Kcn.anccxid ocar Ammoniak erne Wecnselwir- 
kung mi: Wasser emgener.. Vorzugsweise kcmmt 
cie Ve.-.vencung feicrst nar.chafc barer. technisch zur 
Verfugung sienencer Gasa. die kesnen toxischen 
Rucxranc hintertassen in einem Oruck Per eicn bis 
2vi 1CC0 tar. vorzugswetse ns cu 2C0 bar infrage. Ein 
Uberscnretten der Siecexurve im p. T-Oiagramm m 
aen Jlussigen Zustanc kann voneiihaft se:n. Geetg- 
nete Gase smd vorzugsweise Lachgas (NjO). Haiot- 
nan. Argcn, Xenon, Scnwefeihexafluorid (S?«), AJka- 
ne w:e Methan. Ethan. Propan. Butan, Hexan. 
Heotsn. Alkene wie E:nen. Propen, Buten. Hexen. 
Hapten. Bei Lachgas wiro tin Oruck bis 55 bar 
gewahit. wie er in tecr.nischen Druckflaschen zur 
Verfugung steht. Fur eta Temperatur stent der 
Bereicn zwiscnen dem jeweifigen Gefrier- und 
Siececunkt zur Verfugung. vorzugsweise 0* bis 37* 
C. Om genannten Gasmcie*ule uben einen "deter- 
genzanniichen' Effek: aus und fuhren zu einer 
Offnurg und/oder Sclueuisiervng der Upiddoppel- 
schicnt und/oder Memeran. Wahrend der Emspan- 
nungscnase biiden sic.- spontan neue Uposomen 
aus bzw. verschlieflen cie Memtranen wieder. so 
dafl die zugesetzten Suestanzen aufgenommen 
sind. Cieser Prozefl kann zykliscn wiederholt wer- 
den. Set Uposomen is: erne Einengung der Uposo- 
mengrbfle uber eine Cruckentspannung auf Atmo- 
spharendruck durch gr63enaaieknve Trennfilter 
mbgficn. Die Upidzusammensetzun giar Uposomen 
kann je nacn therapeutischem una'oder diagnosti- 
schen Nutzen und nacn dam Zielort optimiert 
wercen. Bei den bioiogischen ZeUen kommen neben 
den Zellen der Blutbahn wie Erytnrocyten. Leukccy- 
ten. Lymphocyten unc Thrcmbocyten vonugsweise 
Zellen. die in Kultur genaiten wercen. infrage. 

Oie Vorteile der Uposcmennarsteilung und Zellbe- 
ladung mit dem 'Gashe'fer-Verfahren* tiegen auf der 
Hand: 

Oas Verfanren ist teenmsen latent zu reaiisieren und 
kostengunstig. 

Oie Gasmolekule werden im Gegensatz zu den 
herkbmmlicnen Detergenzmoiekulen ieicht enrfernt. 
Wegen des inerten Charakters und der nur in Spuren 
zuruckbleibenden Mengen spiait die Toxizitat der. 
verwenceten Mclekule - wenn ubernaupt - eine un- 
tergecrcnate Rolle. 

Voneiihaft ist das Arceiten bat physiologischen 
Temperaturen Oder darunter. 
Oie Anwendung der inengasa in cem genannten 
Oruck ce retch ist mcnt schacigenc fur die meisten 
Substanzen Oder Zellen. 

Oas Verfanren ist zur iiposomaJen und zellularen 
Additicn. inkorporaaon und/oder Substitution hy- 
dro- una itpcpniler Substanzen geeignet. 

Oie seiadenen Liposcmen kdnnen oberflichen* 
mccif inert und ais z:e}- Oder organspezifiscne 
Pharmaxatrager ocer rharmakasp etcher varwandet 
wercen. 



Btispieie 

Bei spiel 1: 20 rrg 0imyfis:c>.-.2C::?*»;* 
cen m 1 ml Chicrcfcrm aufgsr.cmmen . Z z 
5 Lssung wird in das Cruckgefat:. ;«gecen Css 

Chloroform wire mi: -a:ngeretr«g'* - Sticks::* - 
unc nacr.foiganc ur:a: Vaxuum izzecarr.z". Z 
mi Wasser entr.a*:ar.c : mM Carcrxyfiuoresc 3 
(geresmgt unc aus E:.^anoi umxr;s:siSisier:'. 1Z 
to mM Tns HC auf pn 8 eir.ces:a*!t. wercs- 

emgefuilt. COj unc C: wercer jursr. Spuie'* rr«: 
Lachgas ausgetnecer.. Oas Cr-cxge?ai3 v..rz 
verschlcssen und e:n Uachgasdr,zx von £0 zi' 
bei Raumtamperatur angategt. Cie Losung wire 
tS 0.5 Stundan geschuneit, danacn wird !ar;sa.r: 

und isotherm auf Atmcsphars.-.cruck er:- 
spannt. Oar Vorgang wird 5 mai wiecernoit. C-e 
Losung wird aus cam Oruckgerl" genomrre- 
und zur Entfernung des extern vorhande.^e^ 

20 CarOoxyftuoresceins uber einen Amonenaus- 

tauscher gaged en. Oie Liposomenfraktion er.z- 
hilt den eingescnlcssenen Farcs:c?f unc 'sar.r. 
fur Fiuoreszenzstucieh eingesetr: werder 
Baispiel 2: wie Beisoiel 1. anstelle vcr 

25 Oimyristoyl-Lectthin werden 2C0 mg etner 4 : 

Miscnung aus Eigeidiecitnin urc Choies:sr:r 
genommen. Carooxyfiucresceir. wtrd durcn 2C 
mM Gadolinium-OT?A aJs Mfi-i<ontras:mit:e. 
erseut. Oia ernaitar.en Liposcmen konnen >r. 

30 car MR-Oiagnostik esngasact wercen. . 

Baispiel 3: Hersteilung von Erythrocyten 
Oder Erythrocy:en-Ghosts. die mit Cartoxytluo- 
rescetn beladen sine, unter blutisotcnen Bectn- 
gungen. 

35 Prisches Rinderolut wird 3 maJ in F5S Puffer pri 

7.4 gewaschen und bis auf die Erytnrocyten ven 
anoeren Bestandteiien befreit Oie dunkeircte. 
trube Erythroc/tensuspension wrd mit PES 
Puffer, der Carbcxyfluorescain enthait. var-' 

40 dunnt. so dafl die Kcnzentraoon ces Carooxy- 

fluorascaina M betragt. Oia Losung wird in 
eine OruckmeBzelle gegaben. Nach Spulen mit 
NjO werden 50 bar NaO bei ZT C angelegt. 
geruhrt und die optischa Dichte bei 675 nm 

45 verfolgt. Zwiscnen 4C0 und 6C0 min tritt Lyse 

der Zellen ein. deuUich sichtoar durch den 
typisch sigmoiden Adfall der optischen Oichte. 
fieferenzmessungen unter Atmcspharendruck 
Oder 50 bar hydro s:anschem Oruck zeigen bis 

SO zu 18 Stunden keine Lyse der Erytnrccyten. Die 

Ldsungen werden langsam auf Atmospharen* 
druck entspannt una unter dem Mikroskop «n 
Ourchsicht und Rucreszenz untersucht. Oie 
Erytnrocyten zeigen vor und nacn Lyse das 

53 typiscn discoice Aussehen. Nicnt-^ysiene Ze;- 

len (Kontroilen) entr.atten im Gegensatz zu den 
zwischenzeitlich lysienen kem Carroxyfluores- 
cein. Oie Zellflucreszenz ist aucr. nacn extensi- 
vem Waschen unverandart sicntcar. Es is: 

50 damit offanstcntiicn. dad die Erytnrccyten cen 

Farostoff im tysieren Zustand unter isotonan 
Bedingungen aufgenommen has en und wan- 
reno der Entscannung wtecer versiegeit. wur- 
den. 

55 Baispiel 4: Wie Setsceil 3, nur wercen 
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Scr.afarytnrocyten ansteils car Rindararythro- 
c/ten in 2 mM KH2PO4. 9 mM NajHP04. 3 mM 
KQ.M37 mM Nad pH 7.5 varwandaL-Oia Lyss .pip 
inn zwischan S5 bis 70 mm tin. Die Ergabnissa 
sind mit danan aus Beispial 3 varglaichbar. 5 



Patantansprucha 

1 ) Varfahran zur Hersteilung inrtaJtsstoff a- 10 
an trial tendar Upo soman und/oder biologischar 
Zailan, dadurch gakannzaichnat. daB Uposo- 

mtn odar biologischa Zailan in waflrigam 
Madium mit Inartgasan, dia mit staigendam 
Oruck zu aintr zunahmandan Abnahma dar 75 
Upidordnung fQhran, im gasfdrmigan odar 
flussigan Zustand untar Zusatz dar gawunach- 
tan innaltsstoffa untar Oruck bahandait ward an 
und anschliaBend aina Ooickantspannung auf 
Atmospharandruck vorganomman wird. 20 

2) Varfahran nach Anspruch 1, dadurch 
gakannzaichnat. daB dia von dan Upcsoman 
oeer biologischan Zailan aufganommanan In- 
haitsstoffa Pharmaka sind. 

3) Varfahran nach Anspruch 1, dadurch 25 
ganannzaichnat. daB als Inartgasa Lachgas 
(NjO), HaJothan. Argon. Xanon. Schwafaihaxa- 
fluorid (SFs). Alkana wia Mathan, Ethan. Pro- 



pan. Butan, Haxan, Haptan. Alkana wia Ernen. 
Propan. Butan. Haxan, Haptan und/odar daran 
^Mischungari-varwandatwardan. „ , 

4) Varfahran nach Anspruch 1, dadurcn 
gakannzaichnat. daB tin Oruck bis zu 1000 bar. 
vorzugswaisa bis zu 200 bar varwandat wird. 

5) Varfahran nach Anspruch 1. dadurch 
. gakannzaichnat. dafl zur Druckantspannung 

dia Uposomansuspansion durch grdflansalakti- 
va Rtar gadruckt wird. 

6) Varfahran nach Anspruch • 1. dadurch 
gakannzaichnat. daB dia Innaltsstoffa inkorpo- 
riart. addiart und/odar substituiart wardan. 

7) Varfahran nach Anspruch 1, dadurch 
gakannzaichnat. daB dia biologischan Zailan 
Zailan dar Blutbahn wia Erythrocytan. Laucocy- 
tan, Lymphocytan und Thrombocytan sind. 

8) Varfahran nach Anspruch 1. dadurch 
gakannzaichnat daB dia biologischan Zailan 
Zailan sind, dia in Kuttur gahajtan wardan und 

, dia pftanziichan und/odar tiarischan und/odar 
mikrobiailan Ursprungs sind. 

9) Varwandung dar nach Anspruch 1 herge- 
stalltan Uposoman und/odar biologischan Zai- 
lan als Vahikai fur dan Transport und/odar 
Spaicharung von Pharmaka fur diagnostischs 

, und/odar tharapautischa Zwacka. 
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(57) Abstract: 



For the incorporation into, addition to, and/or substi- 
tution of substances in liposomes or cells, sufficiently 
pressurized inert gases, which lead with increasing pressure 
to a decrease in the state of order of the lipids, are used 
in the gaseous and/or liquefied state. The loaded liposomes 
or cells are suitable as carriers of pharmaceutical agents. 
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